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HOMANER MONOKLONALER ANTIKORPER 

Die Erfindung betiifft einen humanen monoklonalen Antikorper mit schwe- 
ren und leichten KetterimolekQIen, die jeweils einen von AntiKOrper zu An- 
tikarper konstant und einen von Antikarper zu Antlkarper yariabel aufge- 
bauten Bereich aulSA/eisen, oder ein funktionelles Fragment davpn. Des- 
weiteren sieht die Erfindung Verfahren zCir Herstellung des Antikorpers vor, 
die Veryvendung des Antikorpers zur Bekampfung von Tumoren, und ein 
Arzneimittel und ein Diagnostikum. welche den Antikorper enthSilten. 

Die derzeitigen Verfahren ziir Behandlung von* Krebs umfassen eine ope- 
rative Entfernung des Tumors, Strahlenbeliandlungen und Cliemotherapie. 
Ein weseptiicher Nachteil jeder dieser Methoden ist darin zu sehen, daS 
sie niclit spezifisch auf die Tumorzellen ausgerichtet sind. So kann es bei 
einer operativen Entfernung beispielsweise vorkommien, daU nicht der 
ganze Tiimor erfaBt wird, Was dazu fQhrt. daU sich ein neuer Tumor ent- 
wiokelt und gegebenenfsills Methastas^n gebildet werden, die s\ch an , 
weiteren Stellen im Karper festsetzen. Bei der Befiandlung von Tumoren 

- mit Strahlen oder cliemotherapeutischen Mittein fQlirt die fehlende Selekti- 
vitat haufig dazu, daB aucli gesunde Zellen durch die eingesetzten Mittel 
geschadigt werden. Die nachteilige Folge hiervon ist, dalS die Dosen an 
Strahlung oder chemisclien Wirkstoffen nichtio hocli gewflhlt werden 
kdnnen, dali sie alle Krebszellen abteten. Ein wesentlicher Teil der heuti- 
gen Krebsforschung zielt daher darauf ab, effektivere und insbesondere 

. selektiv wirkende Verfafiren und Miite\ zur Bekampfung von Tumoren zu 
finden. ' 

ti 

Wie immnnologische Studien gezeigt haben, ist auch dann, wenn das Im- 
munsystem maligne Zellen nicht wirksam bekampfen kann, eine zelluiare 
und humorale Aktivitat meBbar. Diese Aktivitat reicht jedoch nicht aus, urn 
die Tumorzellen zu zersteren. Ein vielversprechender Ansatz zur Be- 
kampfung von Tumoren ist daher, von der Immunantwort des Patienten 
stammende Antikorper zu isoiieren, geeignet zu vermehren und therapeu- 
tisch einzusetzen. 



Ein Verfahren nach d^m Stand derTechnik, das diesen Weg beschreitet, 
ist unter dem Namen Hybridoma-Technik bekannt Es beruht auf der In- 
Vitro-Gewlnnung von zellularen Hybriden. die durch Zellfusion von nomna- 
len Lymphocyten mit unbegrenzt lebens- u. teilLingsfahigen Myelomzellen 
gewonnen warden. Die liierbei erzeugten Hybridom-Zellen weisen die Ei- 
genscliaften beider Eltemzellen auf. Dementsprechend besitzeh sie die 
Fahigkeit der Lymphozyten, Antikorper zu produzieren, uhd die Fahigkeit . 
der I\4ylomzeIle zur tinbegrenzten Teilung und damit zur Produktion der 
Antikflrper in groBen Mengen. . ' 

Jede aus der Fusion resultierende Hybridzelle stellt monoklonale Antikor- 
per Iner. deren Spezifitat von der ursprQngiichen Lymphozyten-Zelle be- 
stimmt wird. Die Hybridom-Zelleh werdeh vermelirt und dann diejenigen 
selektiert, welche AntikOn^er der gewQnschten Spezifitat produzieren. Die 
. Kultivferung dieser Auswahl und deren Isolierung fulirt zu hochspezifisch 
reagierenden Antikorpern; welche nur mit einer bestimmtert antigenen ' 
Determinante.reagi6ren. MonoWonale Antikarper, welche spezifisch an 
Antlgene von Tumoren binden, eroffnen daher vielVersprechende Moglich- 
keiten fOr Diagnose und Therapie von Tumorzellen. 

Zur Verbesserung der Verfahren und Mittel im Kampf geg^n Krebs besteht 
daher der Bedarf an derartlgen mpnolonaien Antikarpem. Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung ist es, einen humanen monoklonalen'Antikarper, 
Verfahren zu dessen Herstellung und aus dem Antikarper abgeleltete 
Dignostika uhd Arzneimittel anzugeben, die eine hohe Spezifitat fQr Anti- 
gene verschiedener Tumore aufweisen und sich daher fur eine tumorspe- 
zifische Therapie und Dignose gut eignen. 

ErflndungsgemSB wird diese Aufgabe hinsichtlich des monoklonalen Antl- 
korpers dadurch geldst, daK 

wenigstens eine variable Region der leichten und/oder der schweren 
Ketteh substanziell Jewells die in Aniage 1 wiedergegebene Aminosau- 
r6-Sequenz aufweFsen.. 



Aus chemischer Sicht sind Antikorper Immunglobulin-Molekule. Diese Mo- 
lekule weisen jeweils zwei identische leichte und zwei identische schwere 
Ketten auf. die durch Disulfld-BrQcken miteinander verbunden sind. Jede 
der Ketten enthait elne Region von etyva 1 10 Aminosauren mit variabler 
Sequenz, wahrend der yerbleibende Rest jeder Kette einen Berelch mit 
konstanter Sequenz aufweist. Die variablen Regionen yon leichter und ; 
schwerer Kette ilirerseits umfassen jeweils melirere hyperv&riable Regio- 
nen, welche fQr die Binduhg der Antigene verantwortlicli sind. Die spezielle 
Ausbildung der hypervariablen Regionen bestimmen daher die spezifl- 
sclien Eigenschaften des Antikorpers. • 

Wie klinisclie Tests beiegen, begrOndet die Ausbildung der genannten va- 
riablen Bereiche des erfindungsgemaUen Antikorpers gemaB der angege- 
benen Aminosauren-Sequenz eine liohe spezifische Wirksamkeit gegen- 
uber den Antigenen der untersuchten Tumorzellen. Da die auf Tumorzellen 
auftretenden Antigene auf Normalzellen niclit vorhanden sind, zeigen vor- 
liegende Antikorper gegenQber normalen Zellen erwartungsgemaB keine 
Oder nur geringe Bihdung. 

Erfindungswe'sentlicli ist dje substanzielle Glelchlieit einer der variablen 
Regionen der leicliten Oder der schweren Ketten mit der erfindungsgemS- 
Ken Sequenz. Die substanzielle Gleichheit bedeutet dabei eine UbenA/ie- 
gende Gbereinstimmung der genannten Bereiche.' GeringfOgige IVIodifika- 
tionen oder Substitutionen der Ketten sind in vorliegender Erfindung mit 
eingeschlossen, sofem der monoklonale Antikorper oder der funktionelle 
Teil davbn tumorspezifisclie Eigenschaften. beibehSlt. . 

Turnorspezifische monoklonaier Antikorper nach dem Stand der Technik 
betreffen in der uberwiegenden Zahl der FSlle von MSusen hergeleitete 
Antikorper. Jene AntikSrper weisen in nachteiliger Weise jedoch eine stark 
eingeschrankte Einsatzmoglichkeit auf, da IVIausantikorper bei Anwendung 
auf den Menschen durch dessen Immunsystem als Fremd-protein erkannt 
und neutralisiert werden kSnnen noch bevor sie Ihre therapeutische Wir-t 
kung entfalten. 



Die Erflndung geht demgegenuber von humanen monoklonalen AntikSr- 
pern aus, welche diese Beschrankungen bel Einsatz in der Humanmedizin 
nicht aufweisen. Diese Antikorper weisen Sequenzen der hypen/ariableri 
Kettenbereiche auf, die substanziell denen von menschlichem Immunglo- 
bulin entsprechen. Die Antikorper kSnnen daher nach Erkennung der De- 
terminanten Oder Epitope der ihnen entsprechenden Antigene ungehindert 
an deh betreffenden Zellen anbinden, ohne daB eine Abwehrreaktion des 
Immunsystems erfolgt. Bei einer Kopplung der erfmdungsgemaUen Anti- 
korper mit dlagnostischen und tlierapeutischen IVIitteIn sind vorliegende 
Antikorper somit in vorteiliiafter Weise zur FrQIierkennung und effektiven 
Behandlung yon Tumoren unterscliledlicher Art giseignet. 

Bei der LOsung der Aufgabe hinsichtlicli des Herstellungsverfalirens wird 
yo'rgeschlagenen, die humanen monoklonalen Antikorpers vorzugsweise 
mittels der Hybridoma-Technik zu erzeygen. GemSR einem Merkmal der 
Erfindung werden liierzu B-Lympliozyten aus einem lymphatischen Organ, 
vorzugsweise der Milz oder des Lympliknotensi eines Karzinorh-Patienten 
entnommen. Diese Lymphozyten sind Infolge des vorliandenen Karzinoms 
zur Bildung derjenigen Antikorpem stirhuliert. Welche speziell auf die Antir 
gene der vorliegenden Tumorzelien reagieren. / 

Die Lymphozyten werden. in vitro jewells mit einer Myelom-Zelle fusioriiert. 
GemSB vorliegender Erfindung werden hierbei die Heteromyelomzeiien 
HAB-1 sowie deren Subklone venwendet. Die Heteromyelomzelle HAB-1 
ist spezifiziert in der Literatur: Faller, G et al.. HAB-1. BrJCancer 62, 595-8 
(1990). GleichermaBen konnen Subkione der HAB-1 -Zelie-yenA/endung 
finden..dje als HAB-1 .X bezeichenbar sind. Die entstandenen Zellklone 
besitzen wie die originSren B-Lymohozyten die Eigenschaft, Antikarper zu 
produzieren. Die Spezifitat dieser Antikfirper wird dabei durch die ur- 
sprQngliche Lymphozyten-Zelle bestimmt. In vorliegendem Fall bedeutet 
dies, da(i auch die von den Zellklonen produzierten AntikSrper mit den 
Antigenen des speziell vorliegenden Tumors konrespondieren. Nach Se- 
lektion derjenigen Zellen, die jeweils Antikorper der gewQnschten Spezifitat 
synthetisieren. werden diese Zellen kultiviert und dabei von jeder der Hy- 



-bridzellen jeweils monoklonale AntikOrper in unbegrehzter Menge produ- 
ziert. - 

Gemaii einem Merkmal der Erfindung werden bei dem vorgeschlagenen 
Verfahren insbesondere Lymphozyten von Patienten entnommen, die ein 
Karzlnom des 

Dickdarm 

Bauchspeiclneldruse 

Lunge ' ' . 

- SpeiserOhre 
Brust 

Prostata . . 

aufweisen. 

Neben einer Herstellung der voriiegenden humahen monoklonalen Anti- 
korper durch die Hybridoma-TechniKschlieBt die Erfindung aucli andere 
Herstellungsmethoden ein. Vorgeschlpigen wird^ insbesondere bei der 
Herstellung kleinerer funktioneller Fragmente, die direkte Syntliese mittels 
der. dem Faclimann bekannten Rekombinanten-IVIethode oder der Her- 
stellung mittels der bekannten Phagenbankmethode (phage display). 

Die Vermehrung erfolgt unter Ariwendung der bekannten Polymerase 
Ketlen Reaktlon (Polymerase chain reaction = PGR). 

Das PCR-Verfahren ist dem Fachm'ann bekannt, beispielsweise aus dem 
US-Patent 4,683,195. Es dient der gezielten Vervielfaltigung eines spezifi- 
schen DNA-Fragments und wird mit Vorteil dann angewandt. wenn DNA- 
Abschnitte nur in geringen Spuren vorliegen. Das Verfahren ermoglicht,, 
eine bekannte DNA-Sequenz unter einer Vielzahl ahnlicher Sequenzen zu 
erkennen und in vitro in kurzer Zeit stark zu vermehren. Hierbel kann eine 
spezielle DNA-Sequenz innerhalb einer Zeitspanne von ca. 3 h etwa 
1 0O.OOOfach vervielfaltigt werden. 



Bei Anwendung des voriiegenden Verfahrens zur Herstellung der erfind- 
nungsgermSBen monoklonalen AntikOrper, oder yon funktionellen Frag- 



mentes davon, wird RNA der Hybridomzellen, die tumorspezifische mono- 
klonale Antikorper produzieren, in vitro mlttels reverser Transcriptase in 
komplementare doppelstrSngige cDNA umkopiert. AnscIilieBend wird die 
cDNA, welclie funktionelie Fragmente der variablen Bereiclie der leicliten 
. und schweren Ketten enthalt. mittels PGR vervielfaltigt Die PCR-Produkte 
werden gereinigt. extrahiert und anschlieliehd kloniert. 

Der Aufbau des konstanten Bereiclns der sclnweren Kette eines Antikorpers 
bestimmt dessen Isotyp und legt die Effektor-Funktion des AntikOrpers fest. 
Bei ImmunglolDulin besteht die konstante Region der scfiweren Ketten aus 
einer der fOnf in der Literatur mit ii, y\ 8, a oder s bezeichneten Sequenzen. 
die konstante Riegion der leichten Ketten aus einer der Sequenzeh k oder 
X. Der unterscliiedliche Aufbau der schweren Ketten fOhrt zu den fOnf Im- 
munglobilin-Klassen IgA, IgD, IgE, IgG und igl\^. Die AntikSrper gemaB. 
vorliegender Erfinduhg gehoren in der Regel der Klasse IglVl an, wobei 
sowbhl leichte Ketten der Klasse X als auch k auftreten kSnneh. Ebenso ist 
eine Ausbildung des AntikSrpers gemaB Klasse IgG vorgesehen. 

Die Erfindung umfaBt mpnoklonale Antikorper als auch funktionelie Frag- 
mente davon. Dabei ist die Funktionalitat der genannten Fragmente da- 
durch gekennzeichnet, dali sie Eigenscliaften des Antikorpers aufweisen. 
Diese konnen beispielsweise darin bestehen. daU sie eine BindungsfShig- 
keit gegenQber Antigenen oder eine Spezifitat fpr Tumorzellen besitzen, 
Oder aufgrund des Aufbaus ilires konstanten Bereichs eine Effektor- 
Funktion aufweisen. GemaB einem Merkmal der Erfindung sind insbeson- 
dere Fragmente einbezogen, welclie gemSB bekannter Nomenklatur (z.B, 
Cell Biophysics, 22 (1993). S. 189-2i24) einer der Gruppeh 

Vl. Vh. Fv, Fc, Fab, Fab\ F(ab')2 ' . 

angehoren. Dabei umfaBt die Gruppe 

Vu Fragmente, Welche den variablen oder den variablen und konstan- 
ten Bereich der leichten Ketten einschlieBen 



Vr Fragmente, welche den variablen Bereich oder den variablen und 

den konstanten Bereich der schweren Ketten einschlielJen 
Fv Fragmente. welche die variablen Regionen der schweren und der 

leichten Ketten oder Teile davon einschlielSen 
Fc Fragmente, welche die konstanten Regionen der schweren Ketten 

Oder Teile davon eirischlieBen 
Fab Fragmente, welche grSISer als die- Fragmente der Gruppe Fv sind 
Fab' Fragmente, welch gr6(ier als die Fragmente der Gaippe Fab sind 
F(ab')2 Fragmente, welche die variablen Bereiche beider schwerer und 
beider leichter Ketten oder Teile davon enthaiten und optional die 
ersten konstanten Bereiche beider schweren Ketten oder Teile 
davon. 

Durch Venfl^enduflg der genannten Fragmente ist es moglich, spezielle ^ 
Anfbrderurigen fur bestimmte Anwe.ndungen zu r^ali^ieren. Eine Anpas- 
sung der Eigenschaften des Antikdrpers oder dessen.funktioneller Frag- • 
mente laut sich gernaS einem Merkmal der Erfindung auch dadurch errei- 
chen. dali ein?elne Aminosaure-Gruppen substituiert und/oder hinzugefOgt 
und/oder entfemt sind. Eingriffe dieser Art fQhren dazu. daR beispielsweise 
die Stabilitat oder die SelektivitSt des Antikorpers bzw. dessen funktioneller 
Fragmente modlfiziert werdep, dessen globalen Eigenschaften, wie bei- 
spielsweise die Bindungsfahigkelt gegenuber Tumor-Antigenen, jedoch 
erhalten bleiben. ^ 

Die Antikorper bzw. deren funktionelle* Fragmente gemalS vorliegender 
Erfindung kOnnen mit weiteren Wirkstoffen verbunden werden. Durch eine 
Ankopplung derartiger Substanzen werden die Anwenduhgslpereiche des 
vorllegenden Antikorpers wesentlich enn/eitert, Insbesondere lassen sich 
die humanen cnonoklbnalen Antikorper gemSB vorliegender Erfindung 
hierdurch fQr diagnostische Verfahren zum Nachweis von Tumorzellen und 
fQr therapeutische Verfahren zur Bekampfung von Tumorzellen einsetzen. 

GerhaS einem Merkmal der Erfindung sind insbesondere folgende Sub- 
stanzen vorgesehen: 



- eine radiaktive Substanz, 

- und/oder ein Farbstoff, 

- und/oder ein Enzym, 
und/oder ein Immunotoxin, 

- und/oder ein Wachstumsliemmer, 

wobeidiese Wirkstoffe . > • 

- zum qualitativen dder quantifativen Nachweis, 

- zur Verringerung der Proliferation, 

- zurErzeugungderApoptose- 

- zur Vermeidung von l\yietastasenbildurig 

von Tumorzellen dienen konnen. 

Der Nachweis von Tumorzellen wird hSuflg mit dem Fachleuten unter dem 
Namen Imnnunoassay bekannten Verfahren gefflhrt, dessen Grundlage die 
Antigen-AntikQrper-Reaktioh ist. Dm aus dieser Reaktiqn qugntitative Aus- 
sage gewinnen zu kSnnen, wird der Antlkorper gemSB vorliegender Erfin- 
dung mit einer gut nachweisbaren Markierungssubstanz gekoppelt. Sub- 
stanz und Kopplung sind dabei so gewalilt, dali die immunologischen Ei- 
genschaften der Komponenteh weitgehend erhalten bleiben. Die bekann- 
testen immunoassays sind Radioimmunoassay, Enzymimmunoassay und 
Fluoreszenzimmunoassay. Im Ergebnis emnegllchen die an die Antikfirper 
angekoppelten diagnostischen Substanzen empfindliche und zuverlassige 
Verfahren zur FrQherkennung von Krebs. 

Die genannten cytotoxischen Substanzen zielen auf eine Vennlnderung 
der Lebens- oder Teilungsfahigkeit der Tumorzellen. Sie bewirken alterna- 
tiv eine UnterdrQckung der DNA-Synthese, UnterdrQckung der Zelltellung, 
Apoptose der Zellen oder einen nicht apoptotischen Zeiltod. Sie bringen 
damit das Wachstum von Tumorzellen zum Stillstand oder bringen Tumor- 
zellen zum Absterben. • 




Durch Kopplung der genannten Substanzen mit den selektiv gegen Krebs- 
zellen wirksamen AntikOrpern gemali vorliegender Erfindung lassen sich 
somit gezielt Tumore untersphiedlipher Art wirkungsvoll bekampfeh. Die 
Erfindung sieht hierbei insbesondere 

- die Diagnose 

- und/oder Propliyiaxe 

- und/oder Therapie * . . 
folgiBnder Tumore vor . . 

- Adeno-Karzinom der Nebenniere, der Gebarmutter.. des Pan- 
kreas, der Prostata, 

Plattenepithelkarzinom der Speiser5hre» der Lunge 
Karzinom des Magens 

- duktales Karzinom der Brust . 

SchlieBlich umfaBt vorliegende Erfindgng auch ein Arzneimittel und ein 
Diagnostikum. die jeweils dadurch gekennzeichnet sind, dali deren Wirk- 
stoffe den genarinteh monoklonalen Antikorper oder funktionelle Frag- 
mente davon enthalten. Die genannten MIttel enthalten in der Reg^l weite- 
re Zusatzstoffe, wie physioiogische Losungen, LSsungsmittel. Glycole, Oie 
Oder dergi. im Stand der Technik bekannte Substanzen. 
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METHODEN, BEISPIELE UND EINZELHEITEN 



Antikorper PM-I 
Schwere Kette (VH) 

Aminosaure-Seauenz 
siehe Aniage 1 

DNA-Sequenz 
siehe Aniage 1 

Leichte Kette (VL) 

Aminosaure-Sequenz ' 
siehe Aniage 2 

DNA-Seauenz 
siehe Aniage 2 



Methode 1 : - 

Immortalisierunq von Lvmphozvten und Primartestunq der Antlkdrper 



Zur Immortalisierung werden die Lymphozyten mit einer Variante des He- 
teromyeJoms HAB-1 nach Standardprotokoll fusioniert und kultiviert. Kurz 
zusammengefaBf, Lymphozyten werden mit HAB-1 Zellen mittels PEG 
versclimolzen. Die Triome werden auf vier 24-Lochplatten ausgesat. Die 
durchschnittliche Wachstumsfrequenz betragt 80-90%. 50% der waclisen- 
den Kione sezernieren Immunglobuline. 

Die erste Austeistung der siezernierten humanen monoklonalen Antikorper 
erfolgt im ELISA, um den Isotyp zu ermittejn. Der nSchste Test ist eine 
immunliistocliemisclie Farbung auf Cryoschnitten' des autologen Jumors. 

Benotlate Medien: 

RPMI 1640 (Firnia PAA) oline Zusatze 

- RPM\ 1640 mit 'HAT-Zusatz. (HAT-Suppilement; Fimia PAA) sowie 
10% FCS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin 

I mmortialisieruna: 

- . HAB-1 (Fusionspartner) zweimal mit RPMI ohne Zusatze waschen 

zentrifugieren.5 min.bei 1500 U/min . ' • , .* 

eingefrorehe Lymphozyten (aus Milz oder Lymphknoten) auftauen und 
zweimal mit RPMI ohne Zusatze waschen, ebenfalls zentrifugieren 

- beide Pellets jeweils in 10 ml RPMI ohne Zusatz aufnehmen und in der 
Neubauer-Zahlkammer zahlen 

- im Verhaltnis von 1:2 - 1:3 HAB-1 zu Lymphozyten. fusionieren 

-r die Zellpellets nach dem zweiten Waschvorgang zusammen geben, 
mischen und 8 min bei 1500 U/min zentrifugieren 

. das zuvor bei 37 °C aufgewarmte PEG (Polyethylene GlycoI.ISOO, 
Firma Roche) vorsichtig tropfelweise auf das Pellet unier leicht rotie- 
renden Bewegungen des 50 ml Rohrchens laufen lassen 
leicht resuspendieren und dann genau 90 sek, im Wasserbad bei 37 
rotieren lassen 



danach wir das PEG mit RPMI ohne Zusatze heraus gewascheri (zwei 

voile 10er Pipetten) 

zentrifugieren 5 min beri500 U/min 

- 24-Vyell-Platten ausplattleren mit 1 ml pro Well RPMI mit HAT-Zusatz 

- das Pellet losen in RPMI mit HAT-Zusatz 

jeweils einen halben ml der Zellen In ein 24-Well plpettieren 
Fusionsplatlen in deh Brutschrank stellen 
wochentjich Mediumwechsel mit RPMI mit HAT-Zusatz 



IWethode 2: 

Molekulare Charakterisjerunq der Antikorper 

Zur Sequenzierung der monoklonalen Antikorper wird cDNA aus gesamt 
RNA (RNAse Kit. Quiagen) von Triomen hergestellt (M-MLV reverse tran- 
scriptase, Gibco), AnschlleBend werden dte entsprechenden VH-Gene 
durch PCR-Arhplifikation vervielfaltigt (Taq Polymerase, MBI-Fermentas). 
Die PCR-Produkte werden Qber G^l-Elektrophorese gereinigt und extra- 
hiert. -Nach dem Klonieren der PCR-Produkte (pCR-Script Amp SK+cloning 
kit, Stratagene) werden die positivjep KIbne sequenziert (DyeDeoxy Termi- 
nation cycle sequencing kit, Applied BioSystems). Die Sequenzen werden 
mit Hilfe von Dnasis fOr \/Vindowis, Genebank uhd V-Base Databases ana- . 
lyslert (Vollmers et al,, 1998). 



Immuhhistochemische Charakterisierung 

Antikorper, die mit dem autologen Tumor reagieren, werden aUf einem 
Panel von Normalgeweben und Tumorgeweben im Immunperoxidase Test 
(Protokoll sieh^ unten) untersucht, um einen Oberblick Qber dje Reaklion 
des Antikorpers und die Verteilung des Antigens zCi erhalten. 

Antikorper. die spezifisch mit den Tumorzellen reagieren und nicht mit ge- 
sundem GeNwebe, werden weiter untersuclit. ZunSchst auf Tumoren des 
gleichen Typs verscliiedener Patienten, dann auf Tumoren anderer Orga- 
ne und schlielSlich auf Normalgeweben, Eine nahere Charaktjerisierung ' 
des Antikorpers und des Antigens erfolgt nur. wenn das Reaktionsmuster 
des Antik6rpers auf eine zumlndest eingesGhranl<te Spezifitat mit malig- 
nem Gewebe scliliellen laut. k' ' 

' Immunperoxidasefarbung auf Krvoschnltten und Cvtospins 

- ObjekttrSger (OT) 

- OTs nach dem Schneiden mindestens 2 h trocknen lassen 

- OT's.10 min in Aqeton stellen 

- 30 min trocknen lassen 

- 3 X mit Tris-NaCI waschen und anschlieliend 5 min in Tris-NaCI 

sfehen lassen 

- mit 100 fil Milchpulver (3 % in PBS) absattlgen fur 15 - 30 min 

- 3 X mit Tris-NaCI waschen 

- 100 jxl des jeweiligen 1. AntikSrpers: 

fQr negative Kontrolle RPMI 

fQr positive Kontrolle CK8 1 :50 mit BSA/PBS oder CAM 6.2 
1:10 mit BSA/PBS (BSA 0,5 %ig in PBS) 

- 30 min inkubieren lassen. 

- 3 X mit Tris-NaCi waschen 

- 1 00 ^il des jeweiligen 2. Antikorpers: 

. -> Rabbit Anti Maus Peroxidase konjugiert 
70 % PBS + 30%Humariserum + 1:50 AK 



IS .. - ; . ; 

Rabbit Anti Human (gM Peroxidase konjugiert 
. 70 % PBS + 30 % Kaninclienserum + 1 :50 AK 

- 30 min inkubieren lassen 

- . . 3 X mit Tris-NaCI waschen. 

- OTs 10 min In PBS stellen 

- 1 DAB-Tablefte und 1 H202-Tablette in 1 ml Leitungswasser losen 

- 1 00 pJ Substrat auf die OTs pipettieren und fQr 1 0 min inkubieren 
•lassen 

- mlt Aqua dest. spQIen 

- pTs fQr 5 min in l-iamalaun stellen 

- 15 minflieSend wassem 

- OTs in Aqua dest. stellen und mit Glyceringelatine eindecken . 



IMMUNPEROXIDASEFARBUNG AUF PARAFFINSCHNITTEN 

Entparaffinierung: 

• .Xylol 1 5'miri 

• Xylol 2 5 min . 

• 100% Ethanol 1 5 min . . 

• 100% Ethanol 2 6 min 

. • Methanol (70ml) + H^Oi (SOOfjl) 5 min 

• 90% Ethanol 1 3 min . ^ • 

• * 90% Ethanol 2 3 min , . 
. • 80% Ethanol 1 3 min 

• 80% Ethanol 2 3min 

. 9 70% Ethanon 3 min 

• 70% Ethanol 2 3 min 

1 X mit Tris/NaCI waschen 

kochen: 300 ml dest. H2O in den Schnellkochtopf 

Citronensaure (pH5,5) in den Eihsatz fQllen, Objekttrager 
(OT) 5 min kochen 

15 min blocken mit BSA/PBS. 150pl pro OT 
1 X mit Tris/NaCI waschen 

1 .Antikorper, 150|jl pro OT, 2,5h in feuchter Kammer im Brutschrank 
inkubieren, 




3 X mit Tris/NaCI waschen 

2.Antik6rper, 150jjI pro OT, 45 min in feuchter Kammer bei RT inku- 
bieren. 

3 X mit Tris/NaCI waschen 

10 nnin in PBS stehen lassen . 

10 min DAB, 150|jl pro OT 

3 X mit H2O waschen, dann 1 x mit dest. H2O waschen 

5 min mit Hamalaun farben 

10-15 min flieBen.d wassem 

mit dest. H2O waschen. 

mit Glyceringelatine eindeckein 



Farbunqen auf Tumorgeweben , ' * . \ * 

Tumorgewebe wurden gefarbt, um beurteil^n zu konnen, auf wie vle- 
len Karzinomen die zu untersuchenden Antikdrper eine Re^ktion zei- 
gen. ^ . 



PM-1 



Farbungen auf Nomialgewebe 



Gewebe 


CAM5.2 


PM-1 


M6 (IgM-Ktr.) 


Pankreas 








Mamma 








i\/lagen 








Prostata 








Colon 








Eileiter 








Oesophagus 








Blase 








DQnndarm 
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Farbungen auf Tumorgewebe 



Tumor 


CAIVI5.2 


PM-1 


M6(lgM-Ktr.) 


Lunge(Plattenepithel) 


+(CK5/6) 


+ 


- 


Lunge (Adeno) 


+ 






Mamma 


+ 






Prostata 


+ 


' + 




Nebenniere 


.+ 


+ ( 




Leber 


+ 






Blase 


+ 






DQnndarm 


+ 


+ 




Magen 


+ 


+ 




Speiserohre 


+(CK5/6) 






Pankreas 


+ 


. + 




Gebarm utter 


+ 


+ 





Cell-Death-ELISA ^^^^ { Firma Roche, Mannheim) 

Das AusmaR der Apoptoseinduktipn durch den Antikorper CM-1 wurde mit 
Hilfe dds Cell Death Detection ELISA p'"* analysiert. Dieser Test basiert auf 
dem Prinzip eines quantltativen Sandwich-Enzym-lmmunoassays, be! dem 
Peroxidase-konjugierle murine mohoklonale Anitik6rper eingesetzt Werden, 
die geg^n Histon- bzw. DNA-Komponenten gerichtet sind. Nach enzymati- 
scher Umsetzung eines farblosen Substrates kanri dann anhand der 
Farbintensitat des Reaktionsproduktes die Menge der vorhandenen Nu- 
. kleosomen und damit die relative Anzahl apoptotischer Zellen photome- 
trisch bestimmt werden. . ' • . 

Hierzu werden 100 jxl einer Zellsuspensidn (1 .0 x 10Vml) der verschiede- 
nen Zell-Unien mit 100 jil der unverdunhten bzw. 1:1 verdQnnten AntiKor- 
perQberstande in einer ;96-Well-Platte fur 24h im .Brutschrank bei 37 °C' 
und 7% CO2 inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden di6 Zellen 
10 min lang bei 200 g zentrifugiert, der Oberstand abgesaugt und 200 \jA 
Lysispuffer hinzugegeben, wodurch in den folgenden 30 min bei Raum- 
temperatur die Lyse der Zellen erfolgt. Nach emeutem Zentrifugieren wer- 
den jeweils 20 )liI des Oberstandes in Streptavidin-beschichtete Mikrotiter- 
platten ubertragen und dann 80 jil des Immunoreagentes (1/20 Anti-DNA- 
POD, ^1/20 Anti-Histon Biotin, 18/20 Inmkubationspuffer) hinzupipettiert. 



Zusatzlich wird eine im Testkit enthaltene Positivkontrolle und ein Blank- 

Ansatz mitgefuhrt. Nachdem die Flatten 2 Stunden lang bei ca. 250 rpm 

durchmischt worden sind, wird nach dreirnaligem Waschen mit Inkubati- 

onspuffer (250 100 ^1 der ABTS-Losung (1 ABTS-Tablette in 5ml Sub- 

stratpuffer) in jedes Well pipettiert. Nach erneutem Durchmischen spiegelt 

sich d^nn die Intensitat der antikSrperinduzierten Apoptose in einem inten- 

I 

siven grOnen Farbniederschiag wider. Die Farbintensitat wurd^ mit Hilfe' ' 
eines ELISA-Readers bei A, = 415 nm gegen die Referenzwellenlangevon 
490 nm vermessen und daraus di^ jntensitat der antikorperinduzierten 
Apoptose errechnet. 



Cell-Death-ELISA 



Antikorper: PM-1 , 
Zelllfnie: BXPC-3 
inkubationszeit: 24h 
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verb.Med. vert>.IVIed.1:1 PM-I 32Mg PM-1 ISpg 



ohne: Negativkontrolle (RPMI 146p-Medium) 

PM'1: 16 bzw. 32 |xg/ml AntikorperUberstand 
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Nach 24. stQndiger Inkubation zeigte der untersuchte AntikSiper PM-1 Im 
Vergleich zu den Negativkontrollen eine ausgeprSgte Apoptose-lndikation. 





MTT-Test 

- Zellen trypsinisieren und in 10 ml RPMI-Vbllmedium (RPMI-1640, 10% 
PCS, 1% Glutamin. 1% Penicillin/Streptomycin) resuspendieren 

- Zellen zahlen und auf 1x10^ Zellen pro ml verdQnnen 

in eine 96-Well-Platte 50 Zelfeuspension pro Well pipettieren, (erste 
. Reihe freilassenl), d.h. pro Well liegt eine Zellzahl von 5x1 0'* Zellen vor 
pro Well 50 ^il Antikorper (verschiedene VerdQnnungen in Vollmedium) 
hinzufugeh 

96-Well-Platte 24 h bzw. 48 h im Bnjtschrank inkubieren 
50 \il MTT-Lasung in jedes Well pipettieren 

- , Platte 20 min i'm Brutschrank inkubieren. 

Platte anschlieBend 10 mii^ bei 2800 rpm zentrifugieren und den Oberr 
stand absaugen . ... 

160 pi DMSO pro Well hinzufugen und das Zellpellet resuspendiereh 
Absorption bei einer Wellenlange von 540 hm.und 690 nm im ELISA- 
Reader bestimmen. 

MTT : 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl) •-•2,dTdiphenyltetrazolium (SIGMA), 
5mg/ml in PBS ISsen. . 
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MTT-Test 

AntikSroer PM-1 . " 

Zell-Linie: BXPC-3 (Pankreas-Karzlnom) 
Inkubationszeit: 24h 
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Si 



ohne 



verb^Med. ' verb.Med.1:1 verb.Med.1:4 PM-1 32pg PM-1 16pg PM-1 8pg 



.15 



Antikdrper: PM-1 

Zell-Linie: BXPC-3 (Pankreas-Karzlnom) ' 
Inkubationszeit: 48h 
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;. . • . . . « 

. PATENTANRPRQCHF 

1 . Humaner monoklonaler Antikorper mit schweren und leichten Ketten- 
mdlekQleri, die jewells einen von AntikSrper zu Antikorper konstant und 

. eInen von AntikOrperzu Antikorper variabel aufgebauten Bereich auf- 
weisen, bder funktionelles Fragment davon, 
dadurch gekennzeichnet, da& 
. - wenlgstens eine variable Region der leichten Kqtten substanziell 
jeweils die in Aniage 2 und/oder der scinweren Ketten substanziell 
; jeweils die in Aniage 1 wiedergegebene Amlnos^ure-Sequenz 
. ^ufweist: 

' ' ' * ' , • 

2. Verfahren zur Herstellung des humahen monoklonalen AntikOrpers 
Oder eines Fragmentes davon nach Anspruch 1 mittels der Hybridoma- 
Technik, , . , " 
dadurch gekennzeichneti daB 
- die Hybridom-Zelien durch Fusion , 

- der Heteromyelomzellen HABr1 sowie deren Subklone 
mit B-Lymphozyten gewonnen werden, 

welche aus einem lymphatischen Organ, vorzugsweise der 
Milz Oder Lymphknoten, eines Karzlnom-Patienten ent- 
nommen sind, . - 

Verfahren zur Herstellung des humanen monoklonalen AntikSrpers 
Oder eines Fragmentes davon nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daK 

-. . die B-Lymphozyten einem Patient mit 

r einem Karzinom des Djckdarm, BauchspeicheldrQse, Lunge, 
SpeiserOhre, Brust oder Prostata 
entnommen sind. 




4. Verfahren zur Herstellung des humanen monoklonalen AntikSrpers 
Oder eines Fragmentes davon nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi 

- er/es mittels der Rekomblnanten-Methode hergestellt wird. 

5. Verfahren zur Herstellung des humanen monoklonalen Antikorpers 
Oder eihes Fragmentes davon pach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dali 

- er/es mittels der Gentechnologle hergestiellt wird, ' . 

unter Anwendung von Phagenbanken (phage display- 
Methode). 

6. Human^r monoklonaler Antikarper oder funktionelles Fragment davon 
, nach einem der AnsprQche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB 

- der Aufbau der konstanten Region der schweren Ketteh dem von 
Immungiobulin M oder G {\gM oder IgG) entspricht. 

7. Humaner monoklonaler Antikbrper oder funktionelles Fragment davon 
nach einem der AnsprQche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, daU 

das genannte funktionelle Fragment einer der Gruppen 

- Vu . ' 

- V„ . 

- .Fv 

Fc 

- Fab • 

- Fab' . 

- F(ab')2 
angehSrt. 

8. Humaner monoklonaler Antlkorper oder funktionelles Fragment davon 
nach einem der AnsprQche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daS 



7 einzelne Aminosaure-Gmppen . 
substituiert, ' 
und/oder hinzugefOgt, 
und/oder entfemt 
sind. *' . 

* . 

9. Humaner monoklonaler Antik5rper oder funktionelles Fragment davon 
nach einem der AnsprQche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB 

eine erste Substanz angekoppelt ist, insbesondere 
eine radioaktive Substanz, 
und/oder ein Farbstoff, 
und/oder em Enzym, 
und/oder efn Immunotoxin, 

und/oder ein Wachstumshemmer. * * 

10. Humaner monoklpnaler AntikOrper Oder funktionelles Fragment davon 
nach einem der AnsprQche 1-9, dadurch gekennzeichnet, da& 

eine zweite Substanz angekoppelt ist, insbesondere 

zum qualitativen oder quantitativen Nachweis, 

zurVer-ringerung der Proliferation, 
- • zur Erzeugung der Apoptose 

zur Vernieidung von Metastasenbildung 

von Tumorzellen. 

11. Verwendung des monoklonalen Antikdrpers oder eines funktionellen 
Fragmentes davop nach einem der vorangehenden AnsprQche zur Be- 
kdmpfung von Tumoren, dadurch gekennzeichnet, dali es/er 

zur Diagnose 
und/oder zur Prophylaxe 
und/oder zur Therapie 

insbesondere folgender Tumore eingesetzt wird: 





Adeno-Karzinom der Nebenniere,.der Geb§rmutter, des Pan 
kreas, der Prostata, 

Platlenepithelkarzinom der Spelserohre, der Lunge 
Karzinom des Magens 

duktales Karzinom der Brust. . ' * 



12. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daB 

- • dessen Wirkstoff den genannten monoklonalen Ahtikdrper Oder 
funktibnelle Fragmente davon enthalt. 



13. Diagnostikunij dadurch gekennzeichnet, daiH 

dessen Wirkstoff den genannten monoklonalen Antikorper pder 
funktipnelle Fragmente davon enthalt. 




ZUSAMMENFASSUNG • 



HUMANER MONOKLONALER ANTIKORPER 

5 ■'■ ■ . •' ; - 

Beschrieben wird ein humaner monoklonaler Antikorper mit schweren und 
leichten KettenmolekOlen, die jeweils einen von Antikfirper zu Antikorper 
konstant und einen von Antikorper zu Antikorper variabel aufgebauten Be- 

10 . reich besitzen. Erfindurigsgem§S ist vorgeseheni dali wenigstens eine 

variable Region der leicliten und/oder der scliweren Ketten substanziell 
jeweils die in Anlage '1 wiedergegebene AminosSure-Sequeriz aufweist. 
Desweiteren sieht die Erfindung Verf ahren. zur Hersteliung des Antikorpers 
vor, diiB VenA/endung des Antikorpers zur Bekampfung von Tumoren, und 

15 . ein Arzneimittel uhd Diagnostlkurn, welche den Antikorper enthalten. 




<110> Prof. Dr. MuUer-Hennelink, Hans Konrad 
Pro£ Dr. Vollmers, H. Peter 

<120> Humaner monoklonaler Antikorper 

<141> 2002-05-13 

<211> 294 

<212>DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> Sequenz der variabien Region der schweren Kette (Vh) des Antikorpers PM-1 
(Klon 7/99-38) . - , ! . 



<221> V-Region 
222> (1)..,(294) 
<400>.. 



ggg tcc ctg aga etc tec tgt gca gee tct gg^ ttc acc ttt ci,gc age tat gee atg age 60 
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ph'e Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser 
1 5 10 ' 1^ . 20 ' 

tgg gtc cge ea^ get cca ggg aag ggg ctg gag tgg gtc tea get att agt ggt agt ggt 120 
Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala He S.er Gly Ser Gly. 

25 ,30 35 40 

ggt age aca tac tac gca gac tec gtg aag ggc egg ttc ace ate tec aga gae aat tec • 180 
Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe. Thr He Ser Arg Asp Asn Ser 
'45 50 55 60 



f 



aag aac acg ctg tat ctg caa atg aac age ctg aga gee gag gac acg gee gta tat tac 240 
ys Asa Thr Leu .Tyr Leu Gin Met Asn Ser. Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala. Val Tyr Tyr 
65 70 75 ' 80 



tgt* gcg aaa gat tea ttt cgt gaa gga egc tgg ggc eag gga acc ctg gtc acc . 294 
Cys Ala Lys Asp Ser, Phe Arg Glu Gly Pro Trp .Gly Gin Gly Thr lieu Val Thr 
85i . . 90 95 




<110> Prof. Dr. MuUer-Hermelink, Hans Konrad • 
Prof: Dr. VoUmeis, H. Peter 

<120> Humanermonoklonaler Antikorper . . . 

<141> 2002-05-13 

<211>318 ..." 
<212>DNA 

<213> Homo sapiens . ' 

<220> Sequenz der variablen Region der leichten Kette (Vl) des Antikorpers PM-1 
(Klon 7/99-38) 

<221> V-Region • 

<222>(1).,.(318) . * 

<400> 



tec tat gtg ctg act cag oca ccc teg gtg tea gtg tec cca gga caa acg gee agg ate 60 . - 

Ser Tyr Val Leu Thr Gin Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gin Thr Ala Arg lie 
1 5 . 10 15 . 20 * 



acc tgc tct gga gat gca ttg, cca aaa aaa tat cct tat tgg taceag cag aag tea ggc 
Thr Cys Ser Gly Asp Ala Leu Pro Lys Lys Tyr Pro Tyr Trp Tyr Gin Gin Lys Ser Gly 
,25' .30 '35 40 



120 




cag gee cct gtg ctg gtc ate tat gag gac age aaa cga.ccc tccggg ate cct gag aga 180 

Glri Ala Pro Val .Leu Val lie Tyr Glu Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly He Pro Glu Arg 
45 - 50 * 55 ' . 60- 

ttc tct ggc tec age tea ggg aca atg gee ace ttg act ate, agt ggg gee cag gtg gag 240 

Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Thr Met Ala Thr Leu Thr He Ser Gly Ala Gin Val Glu 

65 ' ■• 70 ■ . "^5 80 . • 

gat.gaa get gac tac tap tgt tac tea aca gac age agt ggt aat atg tct teg gaa ctg 300 

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Tyr Ser Thr Asp Ser Ser Gly Asn Met Ser Ser Glu Leu 
- • • . 85 • • . . 90 . 95 100 

gga cca age tea ccg tec , 318 

Gly Pro- Ser Ser Pro Ser 

105 ' 
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